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1. 石墨烯的制备：以天然石墨为原料，采用改进的 Hummers 法制备了氧化石墨烯；
以水合肼为还原剂，在氨水中制备了水溶性良好的还原石墨烯。所得石墨烯片尺
寸大小为 200 nm～2 μm；还原石墨烯表面羧基含量约为 5.29%，羟基含量约为
2.55%，氨基含量约为 7.2%；  
2. 石墨烯增强 PCR反应特异性的研究：以 pET-32a 质粒 DNA和基因组 DNA为模板
进行多轮 PCR 扩增，基于还原石墨烯的 PCR 反应能进行 8 轮和 3 轮，还原石墨
烯的最优浓度分别为 12 μg/mL和 10 μg/mL；基于氧化石墨烯的 PCR扩增仅能进
行 2 轮，且第 2 轮扩增产物的特异性较低。还原石墨烯还能拓宽 PCR的退火温度
范围，使 PCR反应低至 25 ˚C 时依然能够退火，得到单一的目的产物；对 PCR扩
增产物进行序列测定，结果显示石墨烯参与的 PCR反应产物的序列与标准序列没
有差异； 
3. 石墨烯增强 PCR反应特异性机制的研究：测定石墨烯与 PCR各组分的 Zeta电位，




明 Pfu DNA聚合酶吸附在石墨烯表面；UV-Vis、圆二色光谱表明石墨烯与 Pfu DNA


















Polymerase chain reaction (PCR), an in vitro DNA amplification method, has become 
one of the core techniques in modern molecular biology. In some cases, this tool can 
exponentially generate a large number of DNA copies with small amount of DNA template 
in a few hours. However, this technology still faces many problems, such as low 
amplification yield, low specificity, etc. With the development of nanotechnology, it 
provides many opportunities to solve the problems of biological technology. Graphene, 
with its high surface area, has remarkable heat transfer and biocompatibility that make it an 
excellent candidate for biological applications. In this thesis, the effect of graphene on the 
polymerase chain reaction and its mechanism were investigated. The major results of the 
thesis are outlined as follows: 
1. Graphene oxide (GO) was synthesized from graphite through the modified Hummers 
method. Reduced graphene oxide (RGO) was prepared in ammonia with hydrazine 
hydrate as s reducing agent. The as-prepared graphene was characterized by UV-Vis、
FT-IR、XRD、XPS、Raman、SEM、TEM and AFM. Boehm Titrations and Ninhydrin 
reactions were used to characterize the groups of RGO. The results show that the sizes of 
the as-prepared graphene were in the range of 200 nm~2 μm, and the sp2 carbon network 
of graphene was restored after reduction. The contents of carboxylic groups, hydroxyl 
groups, and amine groups in RGO were 5.29%, 2.55% and 7.20%, respectively. 
2. Both GO and RGO can improve the specificity of PCR, and the performance of RGO 
was better than that of GO. In the PCR system, pET-32a plasmid DNA and human 
genomic DNA were used as the templates, the target band could be observed even at the 
8th and 3rd round of PCR in the presence of 12 μg/mL and 10 μg/mL RGO，respectively. 
The PCR could perform only two rounds in the presence of GO, and the amplification 
products lost its specificity in the second round. RGO-assisted PCR allowed reliable 
amplification even at lower annealing temperatures. It was demonstrated that the target 
product with minor tailing bands could be obtained at an annealing temperature as low as 
25 ˚C. The specificity of hot start PCR can be enhanced by RGO. In the presence of 
RGO, the specific target band without significant smearing was observed even after a 30 
min pre-amplification incubation step at 35 ˚C or 15 min at 40 ˚C. The sequencing results 















standard sequence.  
3. The mechanism of PCR specificity enhanced by graphene was also investigated. The zeta 
potentials of GO-Pfu DNA polymerase and RGO-Pfu DNA polymerase were –16.6 and 
5.39 mV, respectively. The positively charged complex of RGO-Pfu DNA polymerase 
would be beneficial for attracting negatively charged DNA templates and primers onto 
the RGO plate and promoting primer annealing and extension. Therefore the probability 
of mismatch was decreased and the specificity of PCR was improved. The inhibitory 
effect can be reversed by adding 5 μg/mL bovine serum albumin (BSA). It indicates that 
BSA and Pfu DNA polymerase interacted with graphene competitively. The results of 
UV-Vis and circular dichroism (CD) spectra reveal that Pfu DNA polymerase was 
adsorbed onto graphene, and the Pfu DNA polymerase underwent strong structural 
change. The enhancement effect of RGO on PCR specificity might be attributed to the 
great affinity of graphene to Pfu DNA polymerase and DNA templates, and the unusually 
high thermal conductivity of graphene. 
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聚合酶链式反应（polymerase chain reaction，PCR）是 20 世纪 80 年代发展起来
的体外扩增 DNA 的生物技术，具有特异性强、产量高、快速简便、重复性好、易自
动化等优点。1985 年 K. Mullis 在研究 DNA聚合酶反应时发明了这项技术，但是他使
用的Klenow酶不能耐受DNA变性的高温，因此每次加热变性DNA时都会使酶失活，
需要重新添加 DNA 聚合酶，因此使用不便[1]。1988 年 Saiki等人用耐热的 Taq DNA
聚合酶取代 Klenow 酶[2]，才使这项技术走向成熟。随着生物技术的不断发展，PCR
技术己经从最初只能扩增己知序列之间的 DNA 片段，衍生出实时 PCR（Real-time 
PCR）、热启动 PCR（Hot-start PCR）、巢式 PCR（Nested PCR）等多种相关的 PCR技
术[3-5]，越来越广泛地应用于现代生物医学领域[6-9]。 
1.1.1 PCR 技术的基本原理 
PCR技术的反应原理类似于细胞内的 DNA复制，但 PCR反应体系要相对简单，
主要包括 DNA 模板、dNTP、寡核苷酸引物、DNA 聚合酶以及合适的缓冲液体系。
具体的反应过程主要分为以下三个步骤（如图 1-1）： 
(1) 模板DNA变性：PCR体系经加热至 94 ˚C左右，使模板DNA双链间的氢键断裂，
DNA模板由双链变成单链； 
(2) 模板 DNA与引物退火：PCR体系温度降至 40～65 ˚C，引物与模板 DNA单链的
互补序列配对结合，形成局部双链； 
(3) 引物延伸：在 72 ˚C 左右，DNA 模板-引物结合物在 DNA 聚合酶的作用下，以
dNTP 为原料，靶序列为模板，按碱基配对和半保留复制原理，从引物的 5’端
向 3’端延伸，合成一条新的与模板 DNA链互补的 DNA链。 
上述三个步骤称为 PCR 的一轮循环，经过这样的多轮循环，就能得到以接近指
数扩增形式产生的大量的目的 DNA产物。PCR技术十分灵敏，少数几个模板分子即
可检查出来。它的扩增效率非常高，通常可扩增 106 倍，反应最终的 DNA 扩增量可


















图 1-1 PCR工作原理[11] 
Figure 1-1 Principle of PCR  






























种不同 PCR 添加剂的探索研究。其中 PCR 添加剂的研究，已经成为高效扩增
的研究热点和趋势。 





（1-3 M）[17-20]、单链结合蛋白 SSB[21]、非离子表面活性剂（Tween 20、TritonX-100）
[22]、硫酸铵[23]、氯化甲基四铵（TMAC，60 mM）[18,19]、海藻糖[24]等；三是改进 PCR
的扩增策略，如热启动 PCR、巢式 PCR、降落 PCR等从传统 PCR衍生出的策略。这
些 PCR策略有的可以提高特异性，有的可以提高产量和效率，有的两者都能提高。 
1.1.3.1 调整 PCR 各种参数对 PCR 进行优化 
（1）聚合酶对 PCR反应的影响 
DNA聚合酶是 PCR体系的关键成分，其种类和用量会直接决定反应的成败。大
多数 DNA聚合酶的最适 pH为 8.3～8.5，最高活性温度为 72 ˚C。通常 50 μl的体系中




















耐热性、扩增速率、扩增片段长度等几个指标。例如 Taq 是 A家族聚合酶，也是 PCR
反应中扩增效率最高的酶，能很好的扩增 6 kb 以下的 DNA片段，但是不具有 3’→5’
外切酶校正活性，保真性略差，出错率为 10-5 左右；Pfu 是 B 家族聚合酶，是目前保
真性最高的酶，可剪切错配碱基，出错率为 10-6，但扩增效率低于 Taq 酶，一般能很
好扩增 2 kb 以下的片段。为了使聚合酶能更好地进行扩增，科学家常常对聚合酶进行
修饰。如 Hotstart Taq 经过化学修饰后在 94-95 ˚C 加热数分钟才能恢复正常活性开始
反应，避免了起始循环较低温度下的非特异性扩增，提高了反应的灵敏度和特异性[27]。
（2）模板对 PCR反应的影响 
模板的质量和浓度对 PCR扩增至关重要。模板可以为 DNA，也可以是 RNA。当




反应的模板加入量为 0.1 ng～1 μg。 
（3）Mg2+浓度对 PCR反应的影响 
研究表明耐热 DNA 聚合酶的活性依赖于反应体系中 Mg2+，其浓度对于 PCR 反
应至关重要[28]。如果 PCR扩增体系中 Mg2+浓度过低，就会降低 Taq 酶的活性，从而
降低扩增产物产量；如果 Mg2+浓度过高，就会升高 Taq 酶的活性，但是降低 Taq 酶的
保真性，增加非特异性扩增[29]。此外，Mg2+的浓度还影响引物与模板的退火、PCR
产物解链的温度，从而影响扩增片段的产率[30,31]。因此有必要确定 PCR 体系中 Mg2+






















值决定了聚合酶的活性和保真性。缓冲液中含有 10～50 mM 的 KCl，有助于引物与模
板的退火。此外，小牛血清白蛋白（100 μg/ml）、明胶（0.01%）、吐温 Tween 20（0.05%～
0.1%）以及二硫基苏糖醇（DTT，5 mM）有助于酶活性的稳定[10]。 
（6）循环参数对 PCR反应的影响 
循环参数涉及到 PCR 程序中的各个步骤。其中变性的温度取决于模板的 G-C 含
量和 DNA聚合酶的稳定性，变性时间取决于模板的长度及 DNA聚合酶的热稳定性，
因此变性温度过高或变性时间过长都会导致聚合酶失活，影响 PCR 扩增。退火温度




1.1.3.2 引入各种 PCR 增强剂对 PCR 进行优化 
对于大多数 PCR反应，通过调整 PCR各项参数可以成功地扩增，然而对于一些
特殊的片段，比如高 G/C 含量的模板或者长片段，无论如何优化上述参数都无法进行
有效扩增。其面临的主要问题就是 G/C 容易形成稳定的二级结构，导致 DNA聚合酶
无法在模板上推进，产生非特异扩增。如果在 PCR 体系中加入变性剂 NaOH 对模板
进行变性预处理，破坏模板复杂的二级或三级结构，或者将 c7dGTP 和 dGTP 一同加





二甲基亚砜（Dimethyl Sulfoxide，DMSO）的作用机理是在 DNA 的水溶液中通
过脱水作用导致 DNA结构不稳定，从而降低 G-C 富集区的熔点及解链温度，提高扩
增效率。 
甜菜碱（Betaine）是一种氨基酸类似物，它从两个方面优化 PCR 反应，一方面
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